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要 旨 常染色体劣性関節性疾 患 で あ る Progressive Ps巴udorheumatoid Dysplasia (進行性 偽性
リウマ チ 様異形成 : PPD) は 20 歳 に至る ま で に 関節破壊 を 生 じ 人工関節置換術 を 必要 と す る た め ，
そ の病態解明 は 急務で あ る こ れ ま で に PPD の原因遺伝子 と し て WISP3 が同定 さ れた が， WISP3 
遺伝子欠損マウス が PPD の 表現型 を 示 さ な い こ と か ら ， そ の分 子 メ カ ニ ズ ム は 不 明 で あ っ た 今
回 我 々 は， WISP3 がゼ ブ ラ フ イツ シ ュ の軟骨形成 に 重要で、あ る こ と ， お よ び骨軟骨形成 に お い て 重
要 な役 割 を 果 た す BMP お よ び Wnt シ グナル伝達 系 を WISP3 が 制御 す る こ と を 明 ら か に し た . ま
た ， PPD 患者 に 生 じ て い る WISP3 の 遺伝子変異 (遺伝子欠失) が WISP3 の 機能 欠損 も し く は 低下
を も た ら す こ と を 示 し た . 以 上 よ り PPD に お け る 関節 隣害 は ， WISP3 を 介 し た BMP お よ び Wnt
シ グナ ル伝達系の 異 常 に よ り 引 き 起 こ さ れ る と 考 え ら れ る .

序 文
て検討 し た .

方法およ び結果
ヒ ト 遺伝学的手法に よ り ， progressive pseudo

rheumatoid dysplasia (進行性偽性 リ ウ マ チ 様 異

形成 : 以下， PPD) と WISP3 遺伝子変異の関連性

が明 ら か に さ れ た が2)， WISP3 遺伝子欠損マ ウ ス

は PPD の病態 を 示 さ な い た め4) WISP3 遺伝子

の分子 メ カ ニ ズ ム ， 特 に 生体 内 に お け る 役割 は 不

明 で あ っ た . そ の た め今 回 我 々 は ， 発生生物学研

究 に お い て 有用 な 脊椎 動物で あ る ゼ ブ ラ フ イ ツ

シ ュ を 用 い て WISP3 の分子生物学的機能 に つ い

1， WISP3遺伝子ノック夕、ウンゼブラフィツ

シュにおける軟骨障害

DNA オ リ ゴ を ゼ ブ ラ フ イ ツ シ ュの卵に 注射す

る こ と に よ り ， WISP3 遺 伝 子 発 現 を ノ ッ ク ダ ウ

ン し た と こ ろ ， 脆弱で形態異常 を 伴 う 軟骨が観察

さ れ た (図 1 )， 以 上 よ り ， WISP3 が軟骨 の マ ト

リ ッ ク ス 産生， 軟骨形成 に 重 要 な 役割 を 果た し て

い る 可能性が示 唆 さ れ た5)
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野生型 WISP3遺伝子ノックダウン
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図 1.
生後 5 日 の ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ
野生型 (A， C) と WISP3 遺伝子 ノ ッ ク ダウン ゼ
ブ ラ フ イツ シ ュ (B， D) の ア ル シ ア ン ブル ー 染
色後の比較
全体側面像 で は 両者 に 大 き な 変化 を 認 め な か っ
た も の の (A， B) ， WIS P3 遺伝子 ノ ッ ク ダウン
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の軟骨は形態 の 異常お よ び 脆
弱性 を 認 め た (D) .
hs : hyosymplectic 軟骨
pq : palatoquadrate 軟 '自
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野生型 遺伝子過剰発現型
図 2. 生後 l 日の ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ

野生型 (A) と WIS P3 遺伝子過剰発現ゼ ブ ラ フ イツ シ ュ (B) の 比較 WIS P3 遺伝子 を 過剰発
現 す る と 背側 化 促進現象 を 認 め た (B) .

2 . 遺伝子過剰発現ゼブラフィ ッ シ ュ における

WISP3 のBMP シグナル伝達系お よびWnt

シグナル伝達系の阻害作用

デー タ ベ ー ス を 検索 し ， ヒ ト ， マウ ス ， ゼ ブ ラ

フ イツ シ ュ 間で DNA 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸配列 を

比較 し た 所， W ISP3 遺伝子 は 進化 上 高度 に保存

さ れ て い る こ と を 確認 し た5) ゼ ブ ラ フ イ ツ シ ュ

の 全長 WISP3 遺伝子 を ク ロ ーニ ン グ し 過剰発現

し た 結果， 背側化促進が観察 さ れ た ( 図 2) . こ れ

は BMP (bone morphog巴netic protein : 骨形成 タ

ン パ ク 質) シ グ ナ ル が低下 し た 時 の 表現型 に 似 て

お り 3) WISP3 が BMP シ グ ナ ル を 阻害 し て い る

可能性が考 え ら れ た . そ こ で WISP3 と BMP を

共 発現 し た と こ ろ ， BMP 過剰発現に よ る 腹側化

促 進 作 用 を W ISP3 は 抑 制 し た3)5) 以 上 よ り ，
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WISP3 は BMP シグ ナ ル の 阻害 因 子 で あ る こ と

が示唆 さ れ た5) 興味深 い こ と に ， PPD 患者 に 生

じ て い る 遺伝子変 異 を 導入 し た WISP3 は 野生型

に比べ BMP シ グ ナ ル の抑制が弱 く ， WISP3 を 介

し た BMP シ グ ナ ル の 変 化 が PPD の 病態 に 関与

し て い る 可能性が考 え ら れた5) 次 に ， BMP と 同

様 に 骨軟骨形成 に 関 わ る Wnt シ グ ナ ル 伝達系 と

WISP3 遺 伝 子 の 関 係 を 調 べ る た め ， WISP3 と

W n t リ ガ ン ド で あ る W n t8 と の 共 発 現 実 験 を

行 っ た WISP3 の共発現に よ り ， Wnt8 過剰発現

に 伴 う 頭 限部形成不全がほ ぼ正常 に 回復 し た こ と

か ら (図 3) ， WISP3 は Wn t シ グ ナ ル も 抑制 し て

い る 可能性が示唆 さ れ た . ま た， 上述の WISP3

遺伝子変異体 は 野生 型 に 比べ Wnt シ グ ナ ル の 阻

害 活 性 が 低 か っ た5) こ の こ と か ら W I S P3 は



図 3. 生後 1 日の ゼ、 ブ ラ フ ィ ッ シ ュ
Wnt8 を 過剰発現 す る と 頭限部形成不全
が起 こ る が(A) ， WISP3 遺伝子の共発現
に よ り 頭 限部 は ほ ぼ 正 常 に 回 復 し た
(B) . 

図 5. 惨
WISP3 と LRP6， FzD8， W ntl の 免疫沈降実験の結
果
WISP3 は FzD8， LRP6 と 結合 す る が (A， B) ， Wntl 
と 結合 し な か っ た (C) . WISP3 は 量依存的 に Wnt/
FzD8/LRP6 複合体形成 を 阻害 し た (A， B， C) . 

BMP シ グナ ルだ、 け で な く Wnt シ グナ ル も 制

御 し ， W ISP3 遺 伝 子 の 変 異 に よ る B M P/

Wnt 阻害活性 の 低下が PPD の病態 に 関与す

る こ と がわ か っ た .

3 .  WISP3 はBMP シ グナルを リガン ド

レベルで制御 し， Wnt シグナルを レセプ

ター レベルで制御する

上記 で得た 知 見 を も と に ， 細胞株 を 用 い て

免疫沈降法 を 行 い WISP3遺 伝子の 機能 を 検

討 し た . そ の結果， WISP3 が BMP と 複合体

を 形 成 す る こ と を 見 出 し た ( 図 4) . ま た

WISP3 は W n t レ セ プ タ ー で あ る LRP6 と

Frizzled (FzD) と相互作 用 す る こ と ， 量依存

的 に Wnt/FzD/LRP6 複合 体形成 を回害す る

こ と (図 5) が明 ら か に な っ た . こ れ ら の結果

よ り ， WISP3 は BMP シ グナ ル は リ ガ ン ド レ

ベ ルで， Wnt シ グナ ル は レ セ プ タ ー レ ベ ルで

阻害因子 と し て 機能 し て い る と 考 え ら れ る .

考 察
小型硬骨魚 類で、 あ る ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ は 体

長 3""'4 cm の 淡 水 の 熱帯魚 で あ り ， 横縞模様

が特徴的で 飼育が容易 ， 多産， 短 い 発 生 期間

な ど の 利 点 の た め ， 生物個体レ ベ ルでの 研究
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図 4. WISP3 と BMP4 の 免疫沈降法

BMP4 と WISP3 は 複合体を 形成 す る こ と が確認で き た .

WISP3 
一一一一一一つ

LRP6N-myc + + + + + 
FzD8CRD・IgG + + + + + 
Wnt1・V5 + + + + + 

A 
LRP6N-myc .・・回随一 陣和 IP 
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に 非 常 に 優れ た モ デ ル 動 物 で あ る 7) ま た ゼ ブ ラ

フ イ ツ シ ュ はヒトと 類似 し た 遺伝子， 器官， 組織

を 有 し て お り ， ヒトの組織形成， 疾患モ デル動物

と し て も そ の 有用 性 が期待 さ れて い る 1) 今 回ゼ

ブ ラ フ ィ ッ シ ュ を 用 い た 研究 で， PPD の 原因遺

伝子 と し て 同定 さ れ た WISP3 が， 骨軟骨の 発生，

維持 に 重要 で あ る BMP お よ び Wnt シ グ ナ ル の

抑 制作用 を 持つ こ と を 明 ら か に し た .

ま た ， P P D 患 者 に 見 出 さ れ る 変 異 を 持 っ た

WISP3 は BMP， Wnt シ グナ ル の 抑 制活'性が低下

し て お り ， PPD の 関節病態 に BMP お よ び Wn t

シ グナ ル の 克 進が関与 し て い る 可能性が示唆 さ れ

た . 予 想 外 な こ と に ， 我 々 が作製 し た WISP3 遺

伝子改変 マウ ス は 骨関節の表現型 を 示 さ な い州

WISP3 変 異 体 を 導 入 し た ノ ッ ク イ ン マウ ス の 作

製 お よ び解析， ま た PPD 患 者 由 来 の 細胞 を 用 い

た 分子生物学的研究が今後の 研究の発展に必要で

あ る .

主士 吾Eili口 両口

PPD の 原 因 遺伝 子 と し て 同 定 さ れ た WISP3

が， ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ に お い て BMP お よ び Wnt

シ グ ナ ル の 抑 制 作 用 を 持 つ こ と を 報告 し た . 今

後， WISP3 遺 伝 子 の 骨関節 に お け る 詳細 な 機能

理解 に 向 け て 更 な る 検討が必要で、 あ る .
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| Abstract I 
Model Organism Approaches for understanding the Role of the WISP3 gene that 

M utates in Progressive Pseudorheumatoid D ysplasia 

Y ukio Nakamura， M. D.， et al. 

Clinical Res巴arch C巴nter， National Hospital Organization， M urayama Medical Center 

Loss-of-function mutations in the gene encoding Wntl-inducible signaling pathway protein 3 
(W 1SP3) cause the human autosomal recessive skel巴tal disorder Progressive Pseudorh巴umatoid
Dysplasia (PPD)2) PPD leads to joint failure by 20 years of ag巴 and requir巴s joint replac巴ment
surgeries. Therefore， und巴rstanding the patho-physiology in PPD is paramount to developing 
e妊ective treatment. 1n mice， neither W1SP3 deficiency or W1SP3 over-expr巴ssion caused overt 
phenotype 4l6) Consequently， the in vivo activities of W1SP3 have remained elusiv巴. We investigated 
the biologic activity of W1SP3 in vivo using loss-of-function and gain-of-function approaches 
1nhibition of W1SP3 prot巴in expression in developing zebrafish a丘町民d pharyngeal cartilage shape 
Over-expression of W1SP3 protein inhibited BMP and Wnt signaling in developing zebrafish 
Conditioned medium containing W1SP3 also inhibited BMP and Wnt signaling in mammalian cells 
by binding to BMP ligand and to the W nt co-receptors LRP and Frizzled， respectively. W1SP3 
proteins containing disease-causing amino acid sllbstitutions fOllnd in patients with PPD red llced 
activity in these assays S) These data provide a biologic assay for W1SP3 d llring zebrafish cartilage 
development， and suggests that dysreglllation of BMP and/or Wnt signaling contributes to joint 
failllre in humans with PPD 
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